PERFIL DE CELULAS NK EM IDOSOS COM
SINDROME DE FRAGILIDADE

PROFILE OF NK CELLS IN ELDERLY WITH FRAGILITY
SYNDROME

Marina Torres Maia®, Julia Pontual Pires®, Rita de Céassia Chiaverini de Larrazabal,
Kleber Jatahy?, Marina Cadena da Matta?, Eduardo Jorge Abrantes da Fonte?, Gabriela
Lucena de Almeida?, Leuridan Cavalcante Torres?

1 Faculdade Pernambucana de Satde. Rua Jean Emile Favre, 422 - Imbiribeira,
Recife — PE. CEP: 51200-060.

2 Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira. Rua dos Coelhos,
300 - Boa Vista, Recife — PE. CEP: 50070-550.

Reconhecimento de apoio ao estudo: CNPq — Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico, atraves do Programa Institucional de
Bolsas de Iniciacao Cientifica (PIBIC).

Autor correspondente: Marina Torres Maia
Telefone: (81) 98791-0601
E-mail: marinatmaia797@gmail.com

Os autores negam quaisquer conflitos de interesse no desenvolvimento desta
pesquisa.


mailto:marinatmaia797@gmail.com

RESUMO
Objetivo: o objetivo desse projeto foi avaliar o perfil de células NK e de suas

subpopulagdes em idosos com sindrome da fragilidade (SF). Métodos: Foi um estudo
de corte transversal, prospectivo e translacional. Compreendeu-se um total de 69
idosos, acima de 60 anos de idade, sem historico de céncer, acompanhados no
ambulatério de geriatria do IMIP no periodo de marco de 2017 a fevereiro de 2018 e
que preencham ao menos trés dos cinco critérios de fragilidade propostos por Fried et.
al/ e cols. Para comparacdo com os idosos frageis, foram entrevistados 49 idosos com
idade igual ou acima de 60 anos, que ndo preencheram os critérios de fragilidade,
caracterizando os idosos nao-frageis (0s que ndo preencherem nenhum critério). A
analises dos niveis de células NK e suas subpopula¢cdes (NK CD4+, NK CD8+, NK
imaturas, NK em diferenciacdo, NK citotoxica e NK reguladora) foi realizada por
citometria de fluxo. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Foi
considerado significativo de p<0.05.A analise estatistica foi realizada com o GraphPad
Prism 7. Resultados: Os pacientes com SF possuem idade media de 75,5 anos, sendo
81,1% do sexo feminino e os 18,9% do sexo masculino. Como grupo controle, foram
49 idosos com idade média de 66 anos, sendo o sexo feminino majoritario com 65,3%,
em comparacdo ao masculino, com 34,7%. Os pacientes com SF apresentaram niveis
absolutos elevados de NK totais e NKCD4+ quando comparados aos sem sindrome da
fragilidade (p= 0.02, p=0.03, respectivamente). Nao houve diferenca significativa
entre 0s grupos com e sem SF na analise de células NK CD8+. Nas analises das
subpopulacBes de células NK, foi observado que os pacientes com SF apresentam
niveis elevados de células NK citotdxica quando comparados aos sem sindrome da
fragilidade (p= 0.008). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos com e sem

SF na andlise de células NK em diferenciacdo, NK imatura e NK reguladora. Foi



realizada uma anéalise nos pacientes com SF e idade < 75 e > 75 anos, observou-se que
ndo houve diferenca significativa entre os grupos nas analises das subpopulagdes de
células NK. Conclusédo: Existe relacdo entre o nimero de células NK e idosos com
sindrome da fragilidade. Torna-se importante a ampliacdo de estudos direcionados ao
perfil imunoldgico da populacdo idosa, a fim de prevenir comorbidades da populacdo

senil.
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ABSTRACT

Objectives: to analyze the profile of the NK cells and their subpopulations in elderly
with fragility syndrome. Methods: It was a cross sectional, prospective and
translational study. There were 69 elderly people over 60 years old, with no history of
cancer, accompanied in the geriatric outpatient clinic of IMIP between March of 2017
and February of 2018 that filled at least three of the five criterions of fragility
proposed by Fried et. Al/ e cols. For comparison with the frail elderly, 49 elderly
people with the same age or over 60 years old and that did not filled the criterions of
fragility, characterizing non-fragile eldery (the ones who did not filled any of the
criterions), were interviewed. The determination of the expression of the NK cells e
their subpopulations (NK CD4+, NK CD8+, NK immatures, NK in differentiation, NK
cytotoxic e NK regulatory) was made with flow cytometry. The Mann-Whitney’s non-
parametric test was used. It was considered significant of p<0.05. . Statistical analysis
was performed with GraphPad Prism 7. Results: The average age of the patients with
fragility syndrome is 75,5 years old, of which 81,1% are female and 18,9% are male.
As the group control, there were 49 elderly with the average age of 66 years old, of
which 65,3% are female and 34,7% are male. The patients with fragility syndrome
have shown high absolute numbers of total NK and NKCD4+ when compared with the
ones without the fragility syndrome (p= 0.02, p=0.03 and p= 0.03, respectively). There
was no significant difference between the groups with and without the fragility
syndrome in the analysis of the NK CD8+. In the analysis of the subpopulations of the
NK cells, it has been observed that the patients with the fragility syndrome have
higher levels of NK cytotoxic when compared to the ones without the fragility
syndrome (p= 0.008). There was no significant difference between the groups with and

without the fragility syndrome in the analysis of the NK cells in differentiation, NK



immature and NK regulatory. An analysis has been performed on the patients with
fragility syndrome with the ages of < 75 and > 75 years old, and it was observed that
there was no significant difference between the groups in the analysis of the
subpopulations of the NK cells. Conclusion: There is an relation between the numbers
of the NK cells and the elderly with the fragility syndrome. It is important to expand
the studies targeted to the immunological profile of the elderly population, in order to

prevent comorbidities of the senile population.

Keywords: NK, elderly, subpopulation, cytotoxic, fragility syndrome.



1 INTRODUCAO

O envelhecimento da populagdo é notério em grande parte do mundo, onde se
estima que o nimero de idosos em 2025 sera de aproximadamente 840 milhes,
representando cerca 70% de pessoas na terceira idade!. Esse aumento demografico é
um reflexo de uma mudanca nos padrbes patoldgicos, ja que atualmente hd um maior
controle de doengas infectocontagiosas e uma maior prevaléncia de doencas cronicas

nao transmissiveis (DCNT) gracas a avancos da medicina.

Diante do novo padrdo demografico, torna-se necessaria uma maior atencdo a
salide basica a fim de melhorar a qualidade de vida da terceira idade?, visto que no
decorrer do processo de envelhecimento, 0 organismo passa por alteragcdes sistémicas
nos orgéos e tecidos, com diminuicdo da sua atividade, reducéo da flexibilidade, perda
de células nervosas, espessamento dos vasos sanguineos e diminuicdo do ténus
muscular, levando-o a apresentar algumas sindromes que ocorre no idoso, entre elas a

de fragilidade®.

A sindrome de fragilidade € caracterizada por ser multidimensional,
aumentando a vulnerabilidade no idoso com diminuicéo das reservas fisiologicas e um
aumento do declinio funcional associado com multiplas mudangas fisicas*. Para que
um idoso seja considerado fragil, segundo Fried, ele deve portar pelo menos um dos
seguintes critérios: velocidade de marcha reduzida, perda de peso, fadiga, diminuicdo

da forca de preenséo e sedentarismo®.

Existe um tripé que compBe as mudancas fisiologicas mais importantes
relacionadas a idade que sdo subjacentes a sindrome da fragilidade, sendo constituido

por desregulacdo do sistema neuroenddcrino (eixo hipotdlamo), alteracGes



neuromusculares (sarcopenia, osteopenia e diminuicdo na fibra muscular) e,

principalmente, disfuncéo do sistema imunolégico (inflamag&o e imunidade)®.

As células Natural Killer (NK) fazem parte do sistema imune inato e
correspondem cerca de 10% a 20% dos linfocitos circulantes. Elas sdo responsaveis
principalmente pela destruicdo de células infectadas por virus e bactérias, alem de
possuirem papel na resolucdo do processo inflamatério e na eliminacdo de células
senescentes?®. As células NK diferem funcionalmente dos integrantes da imunidade
adaptativa por agirem mais rapido e em poucas horas®. O fenétipo das células NK é
definido pela presenca dos receptores CD16, CD56 e auséncia do receptor CD3. Essas
células sdo distribuidas em 4 diferentes subpopulces: CD56°CD16™ (célula NK
imatura), CD56""9"CD16* (Célula NK em diferenciacdo), CD569™CD16* (Célula NK
citotoxica) e CD56'CD16" (Célula NK reguladora)®'4. Os receptores CD4 e CD8
também podem ser encontrados nas células NK, também presentes nos linfécitos T,
conferindo a essas células uma potencializacdo das caracteristicas citotoxicas, por

meio de aumento na produgdo de IFNy e TNFa!%!*

A ativacdo das células NK depende do balan¢o dos estimulos de ativacdo e
inibicdo dos receptores presentes na membrana celular'?. A diminuicio desses
receptores de ativacdo leva a alteracdes funcionais das células NK, favorecendo a
imunossenescéncia. Diante da faixa etaria do grupo em questdo e da prevaléncia de
condicdes cronicas, buscou-se investigar a associacao de alteragdes no sistema imune
inato com a idade e fragilidade. Portanto, o objetivo desse projeto foi avaliar o perfil
de células NK e de suas subpopulacdes nos pacientes idosos com sindrome da

fragilidade.



2 METODOS

O estudo em questdo foi um corte transversal, prospectivo e translacional.
Compreendeu-se um total de 69 idosos, acima de 60 anos de idade, sem historico de
cancer, acompanhados no ambulatério de geriatria do IMIP no periodo de marco de
2017 a fevereiro de 2018 e que preencham ao menos trés dos cinco critérios de
fragilidade propostos por Fried et. al/ e cols'®. Para comparagdo com os idosos frageis,
foram entrevistados idosos com idade igual ou acima de 60 anos, que ndo preencham
os critérios de fragilidade, caracterizando os idosos nao-frageis (os que ndo
preencherem nenhum critério). Foram excluidos os pacientes com doencas infecciosas
agudas e crénicas, doengas autoimunes, histéria familiar (parentes de primeiro grau)
ou pessoal de cancer, idosos com sindrome demencial e sindrome de imobilidade,
aqueles em uso de imunossupressores e aqueles com uso recente de hemoderivados e
hemocomponentes (menos de um més). A descricdo das caracteristicas bioldgicas se

encontra na tabela 1.

2.1 Criterios utilizados para definicao de sindrome de fragilidade

Foram aplicados questionarios para classificacdo dos idosos como portadores de
sindrome de fragilidade e considerados portadores de sindrome de fragilidade os

idosos que tiverem ao menos trés dos sinais clinicos relacionados abaixo.

2.1.1 Perda de peso: Avaliada pela Mini Avaliacdo Nutricional (MAN), ferramenta
de avaliacdo nutricional que pode identificar pacientes idosos que estdo em risco de

desnutricao.

2.1.2 Exaustdo: Avaliada pelo Escala de Depressdo Geriatrica (GDS-15), composta
por 15 perguntas para deteccdo de sintomas depressivos no idoso, dentre elas a

correspondente a falta de energia ou fadiga.



2.1.3 Diminuicédo de forga muscular: Na avaliagdo da for¢ca muscular foi utilizado
um dinamometro de mé&o, com 0s seguintes pontos de corte: na mdo dominante, uma
forca menor de 13 Kg para mulheres e 21 Kg para homens; na mdo ndo-dominante,
um valor menor do que 10 Kg para mulheres e 18 Kg para homens definiria

diminuicdo da for¢a muscular.

2.1.4 Baixo nivel de atividade fisica: Avaliada pelo Questionario Internacional de
Atividade Fisica (IPAQ reduzido), que avalia a quantidade de tempo gasto em
atividade fisica na Gltima semana, classificando os pacientes em ativos ou sedentarios.

ANEXO V.

2.1.5 Diminuicéo da velocidade de marcha: Estimada pelo Time Up and Go, teste de
equilibrio envolvendo manobras funcionais como levantar-se da cadeira, caminhar trés
metros, dar uma volta de 180 graus e sentar-se, constituindo-se excelente preditor de
quedas a depender do tempo gasto para sua realizacdo (acima de 20 segundos

constituindo alto risco de quedas).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do IMIP sob N° CAAE 80768317.2.0000.5201. Todos o0s participantes ou
responsaveis legais foram esclarecidos acerca dos objetivos, dos métodos e da
importancia do estudo, e a coleta de dados e sangue periférico de cada paciente so foi

realizada apds a obtencéo por escrito do TCLE.
2.2 Imunofenotipagem

.Um volume de 4 mL de sangue foi colhido em tubo com anticoagulante, acido
etilenodiamino  tetra-acético - EDTA (BD Vacutainer®) para realizacdo
imunofenotipagem e hemograma. A imunofenotipagem das células NK foi realizada

por citometria de fluxo em sangue periférico. Aliquota de 100 pL de sangue periférico
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foi adicionada em tubo de poliestireno de citometria e 2 mL de tampéo de lise de
hemacias (FACS® Lysing Buffer, Becton Dickinson, Mountain View, CA) e incubado
por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas 2 lavagens
consecutivas, adicionando 2 mL de phosphate buffered saline (PBS) 1x concentrado
(pH 7,4) e centrifugando a 400 x g por 5 min a 22°C. Ap6s a segunda lavagem, foi
descartado o sobrenadante e as células foram marcadas com 5uL de anticorpo
monoclonal (mAB) conjugados aos fluor6foros fluorescein isothiocyanate (FITC),
phycoerythrin (PE), peridinin-chlorophyll (PerCP), phycoerythrin- cyanin 5 (PE-Cy5)
e phycoerythrin- cyanin 7 (PE-Cy7), conforme descrito na tabela 1. Apos a incubacéo,
foi realizada uma ultima etapa de lavagem e aquisicdo no citdometro de fluxo
FACSVerse (BD Biosciences, CA), no qual foram adquiridos 20.000 eventos celulares
na regido de linfocitos definida utilizando a combinacdo tamanho (Forward Scatter -

FSC) e granulosidade (Side Scatter - SSC).

Os dados obtidos analisados com o programa BD FACSuite™ (BD
Biosciences, CA) e os resultados percentuais e absolutos foram comparados entre 0s
pacientes e controles saudaveis. Na tabela 2 mostra a descricdo dos anticorpos

monoclonais utilizados para fenotipagem de células NK e subpopulagdes.
2.2 Andlises estatisticas

Toda a andlise estatistica foi realizada através do GraphPadPrism v.7. O teste
de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a anormalidade das amostras. Foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparar varidveis numéricas com

distribuicdo ndo normal entre os grupos. Foi considerado significativo de p<0.05.

10
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3 RESULTADOS

Para a analise das subpopulacbes de células NK, foram considerados 69 idosos
com diagnostico de Sindrome de Fragilidade (SF). Esses pacientes possuem idade
media de 75,5 anos, sendo 81,1% do sexo feminino e os 18,9% do sexo masculino.
Como grupo controle, foram 49 idosos com idade média de 66 anos, sendo 0 sexo
feminino majoritario com 65,3%, em comparacao ao masculino, com 34,7%. Detalhes

na tabela 2.

Os pacientes com SF apresentaram niveis absolutos elevados de NK totais e
NKCD4+ quando comparados aos sem sindrome da fragilidade (p=0.02, p=0.03,
respectivamente). N&o houve diferenca significativa entre os grupos com e sem SF na

analise de células NK CD8+, como mostra a figura 1.

Na anélises das subpopulagdes de células NK, foi observado que os pacientes com
SF apresentam niveis elevados de células NK citotdxica quando comparados aos sem
sindrome da fragilidade (p= 0.008). Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos
com e sem SF na andlise de celulas NK em diferenciacdo, NK imatura e NK

reguladora (Figura 2).

Foi realizada uma analise nos pacientes com SF e idade < 75 e > 75 anos,
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os grupos nas analises das

subpopulacdes de células NK (Figura 3 e 4).

11
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4 DISCUSSAO

A imunossenescéncia, € caracterizada por alteracBes quantitativas e/ou
qualitativas dos componentes celulares e moleculares, os quais levam a um declinio na
imunidade inata e adapatativa’, explicando a maior frequéncia de comorbidades na
populacdo senil. O estudo teve como objetivo a andlise das subpopulacdes das células
Natural Killers em idosos com sindrome da fragilidade, a fim de encontrar relacdo
entre a dependéncia funcional dos idosos e altera¢cdes quantitativas de células NK e

subpopulagdes.

Os resultados mostraram que nos idosos frageis, os valores absolutos de NK total
e NK CD4+ foram elevados, assim como de NK citotoxicas quando comparados ao
grupo controle (sem SF). Esse resultado pode ser entendido como uma resposta
compensatdria a diminuicdo da capacidade proliferativa dos linfocitos com o passar
dos anos, especialmente dos linfocitos T, devido a consequente involugio do timo®3.
Alguns autores demostraram que atividade funcional de células NK encontra-se
diminuida no idoso e, especialmente, em idosos com certo grau de dependéncia e com
pouca aptidao fisica, caracteristicas presentes nos idosos portadores da sindrome da
fragilidade!®. Isso pode ser explicado por um desequilibrio entre os receptores de

ativacéo e inibicdo de células NK?,

As células NK tem seu funcionamento regulado pela expressdo de receptores
de ativacdo e inibicdo que, durante a imunossenescéncia, apresentam-se em queda,
principalmente os receptores de ativagio NKCC (NKp46, NKp30, NKp44),
desencadeando uma diminuicdo na atividade funcional dessas células, sendo explicado
pela a presenca de receptores NKp46 associados a granulos de perforina, os quais

regulam a liberacdo da proteina nas sinapses imunoldgicas, diminuindo, assim na acao

12
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citotoxica das células NK*8, Porém, com relagdo aos receptores de inibicdo KIR, foi

evidenciado que a expressdo esta aumentada ou inalterada com a idade?.

O estilo de vida da populagdo e as comorbidades associadas geram
consequéncias na salde ao se atingir a terceira idade. Além da maior incidéncia de
doencas cronicas, 0s idosos possuem alteragdes do sistema imune importantes para
outras patologias associadas a idade. Visando uma melhor qualidade de vida para a
populacdo senil, torna-se pertinente a analise de populacdes celulares do sistema
imune nos idosos e os fatores que levam a sindrome da fragilidade, incluindo a analise
de fatores imunologicos relacionados, como a expressao das subpopulacdo de NK em
idosos funcionalmente dependentes. Dessa forma, a analise das células NK em idosos
com sindrome da fragilidade é importante para ampliar o conhecimento sobre a
influéncia da imunidade na qualidade de vida nos idosos, assim como na tentativa de

encontrar possiveis biomarcadores preditivos de incapacidade funcional nos idosos

Tomando como base 0s resultados obtidos de aumento quantitativo de células
NK total e NK citotdxica nos idosos com sindrome da fragilidade, mostra que é
necessario a avaliacdo funcional dessas celulas nos pacientes, pois o aumento
quantitativo das mesmas pode estar relacionados a um mecanismo de compensacdo
devido a defeitos na producdo de granzima e perforina durante a resposta imune no
idosos. Sugere-se que alteracdes funcionais de células NK estdo diretamente
associadas a sindrome de fragilidade, podendo ser a causa ou consequéncia da

incapacidade funcional do idoso ou sindrome da fragilidade.

13
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Tabela 1: Descricdo das carateristicas biolégicas dos pacientes e controles

Variaveis Com SF Sem SF
N= 69 N= 49

IDADE

Média (DP) 75,5 (£8,84) 66,0 (£6,10)

SEXO

Feminino 56 (81,1%) 32 (65,3%)

Masculino 13 (18,9%) 17 (34,7%)

DP: Desvio Padrao

Tabela 2: Descrigdo dos anticorpos monoclonais utilizados na citometria de fluxo

Anticorpos monoclonais

PopulacGes celulares Fendtipo celular ) .
conjugados a fluoréforos
Células NK
CD56 FITC
. . CD3-/CD56+/CD16-
CélulasNK imaturas CD16 PE
Células NK citotéxicas CD3-/CD56+/CD16+
CD3 PE-Cy7

Células NK reguladoras CD3-/CD56-/CD16+

16
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Figura 1: Valores absolutos (mm3) celulas NK totais, NKCD4+ e NKCD8+ dos
pacientes com sindrome de fragilidade (Com SF) e sem sindrome de fragilidade (Sem
SF). Os gréaficos foram representados em mediana e interquartil 25-75. Teste de

MannWhitney. Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significante.
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Figura 2: Valores absolutos (mm3) das subpopulacées de células NK citotoxicas, NK
imaturas, NK reguladoras e NK em diferenciacdo dos pacientes com sindrome de
fragilidade (Com SF) e sem sindrome de fragilidade (Sem SF). Os graficos foram
representados em mediana e interquartil 25-75. Teste de Mann-Whitney. Foi
considerado significativo p<0.05. NS: ndo significante.
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Figura 3: Valores absolutos (mm3) células NK totais, NKCD4+ e NKCD8+ dos
pacientes com sindrome de fragilidade com idade < 75 e > 75 anos. Os graficos foram
representados em mediana e interquartil 25-75. Teste de Mann-Whitney. Foi

considerado significativo p<0.05. NS: ndo significante.
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Figura 3: Valores absolutos (mm3) das subpopulactes de células NK citotoxicas, NK
imaturas, NK reguladoras e NK em diferenciacdo dos pacientes com sindrome de
fragilidade com idade <75 > 75 anos. Os gréaficos foram representados em mediana e
interquartil 25-75. Teste de Mann—Whitney. Foi considerado significativo p<0.05. NS:

ndo significante
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